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_Resumo
A complex idade genét ica e c l ín ica que caracter izam a per turbação do espe-
tro do aut ismo (PEA) têm l imi tado o desenvolv imento de b iomarcadores que 
permi tam um diagnóst ico precoce e um prognóst ico f iáve l, ass im como uma 
abordagem persona l izada para a inter venção terapêut ica. Neste estudo 
pretendeu-se desenvolver uma abordagem integrat iva para predição da 
apresentação c l ín ica baseada em informação de var iantes genét icas (Copy 
Number Var iants, CNVs), com apl icação c l ín ica no d iagnóst ico e prognóst ico 
na PEA. Para ta l, técn icas de aprendizagem automát ica (machine learn ing ) 
foram apl icadas a dados c l ín icos e genét icos de 2446 doentes com PEA, 
recrutados no âmbi to do consórc io Aut ism Genome Pro ject. Aná l ise de 
c luste r ing de dados c l ín icos mul t id imens iona is def in iu, nesta população, 
do is subgrupos de pac ientes com per f is c l ín icos d i fe r indo s ign i f icat ivamente 
em termos de capacidade verba l, n íve l cogni t i vo, grav idade da doença e 
compor tamento adaptat ivo. A aná l ise dos CNVs que afetam espec i f icamente 
genes do cérebro, nos mesmos ind iv íduos, ident i f icou 15 processos b io lóg i-
cos enr iquec idos em genes a l te rados. A ap l icação de um a lgor i tmo de 
machine learn ing para c lass i f icação dos doentes com apresentação c l ín ica 
mais d is func iona l, com base nos processos b io lóg icos a l te rados, mostrou 
que cor re lações entre fenót ipo c l ín ico e b io log ia subjacente são poss íve is 
na PEA e que, para grupos populac iona is com dados informat ivos, ex iste 
um poder pred i t i vo razoáve l. Para implementação deste conce i to na prát ica 
c l ín ica serão necessár ios estudos mais a largados com dados c l ín icos e 
genómicos mais completos. 
_Abstract
The genet ic and c l in ica l complex i ty that character ize Aut ism Spectrum Disor-
der (ASD) has hindered the deve lopment of b iomarkers for ear ly d iagnosis 
and re l iable prognosis, as wel l as a personal ized to therapeut ic inter vent ion. 
This study a imed to deve lop an integrat ive approach for c l in ica l presentat ion 
predict ion based on Copy Number Var iants (CNVs), wi th c l in ica l appl icat ion 
for d iagnosis and prognosis of ASD. For th is purpose, machine learning tech-
niques were appl ied to a dataset of 2446 pat ients with ASD, recrui ted by the 
Aut ism Genome Project. Cluster ing analysis of mult id imensional c l in ica l data 
a l lowed the def in i t ion of two pat ient subgroups in th is populat ion, with c l in ica l 
prof i les di f fer ing s igni f icant ly in verbal abi l i ty, cogni t ive leve l, d isease sever i ty 
and adapt ive behavior. In the same subjects, analysis of CNVs speci f ica l ly 
af fect ing bra in-expressed genes ident i f ied 15 biological processes enr iched 
for the disrupted genes. A machine learning a lgor i thm was tra ined and tested 
to c lassi f y pat ients with more dysfunct ional c l in ica l presentat ion based on 
a l tered biological processes. The resul ts showed that corre lat ions between 
c l in ica l phenotype and under ly ing biology can be establ ished in ASD and that, 
for datasets with suf f ic ient ly informative data, there is a reasonable predict ive 
power. Fur ther studies with more complete c l in ica l and genomic data are 
needed to implement th is concept in c l in ica l pract ice.   
_Introdução
A perturbação do espetro do autismo (PEA) é uma patologia 
do neurodesenvolvimento com apresentação clínica muito 
heterogénea, variando a gravidade, o nível cognitivo, as 
alterações de linguagem, o comportamento adaptativo e a 
presença de co-morbil idades como a epilepsia ou o défice 
intelectual (1). A PEA tem subjacente uma arquitetura genéti-
ca complexa e pouco esclarecida, que envolve mais de uma 
centena de genes diferentes (2). Em cerca de 20% dos casos 
é possível um diagnóstico etiológico, consistindo na sua 
grande maioria de deleções ou duplicações de segmentos 
do genoma designadas como Copy Number Variants (CNVs). 
Cada CNV associado à PEA é individualmente raro mas, 
dada a grande diversidade encontrada em pessoas com esta 
patologia, no seu conjunto os CNVs explicam uma fração 
substancial do risco genético. Um CNV pode abranger um 
ou mais genes implicados na PEA, perturbando processos 
biológicos específ icos e resultando em apresentações clíni-
cas variáveis (2).
_Objetivo
Dada a ausência de biomarcadores, o diagnóstico da PEA é 
inteiramente comportamental, dif icultando um diagnóstico 
precoce e um prognóstico preciso. 
O objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de um 
método preditivo para a apresentação clínica da PEA, a partir 
da identif icação de variantes genéticas, e consequentes alte-
rações em processos biológicos, como biomarcadores para 
diagnóstico e prognóstico.
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Foi definida uma abordagem integrativa, baseada em técnicas 
sofisticadas de aprendizagem automática (machine learning) 
supervisionadas e não supervisionadas (3-5), para predição da 
apresentação clínica associada a alterações em processos bio-
lógicos devidas a deleções ou duplicações de genes expressos 
no sistema nervoso central (SNC). Esta abordagem está esque-
maticamente representada na figura 1.
_Resultados
Numa primeira fase pretendeu-se agregar doentes com 
apresentações cl ínicas variáveis em subgrupos mais homo-
géneos. Com este f im, foram analisados os relatórios cl íni-
cos, anonimizados, de 2446 casos de PEA recrutados no 
âmbito do consórcio internacional Autism Genome Project 
(AGP) (6). Os relatórios cl ínicos disponibil izam múltiplas me-
didas clinicamente relevantes, e neste estudo foram foca-
das essencialmente a gravidade da PEA (def inida através 
de um instrumento estruturado de diagnóstico, o Autism 
Diagnostic Observation Schedule, ADOS), a função adaptati-
A . Identi f icação de subgrupos (clusters) a par tir de dados cl ínicos multidimensionais; B. Processamento de dados de Copy Number 
Var iants (CNVs) para identi f icação de var iantes que afetam genes expressos no cérebro, potencialmente relevantes para a PEA; 
C. Anotação funcional e anál ise de enr iquecimento para def inição de processos biológicos afetados pelas var iantes genéticas;
D. Pipel ine para apl icação de um algoritmo de Machine Learning para predição do subgrupo cl ínico a par tir de processos biológicos 
def inidos pelos CNVs.
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Figura 1: Representação esquemática da abordagem integrativa para identif icação de associações entre variantes genéticas, 
processos biológicos correspondentes e apresentação clínica.
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va (avaliada util izando a Vineland Adaptive Behavior Scale, 
VABS), a competência cognitiva (avaliada util izando várias 
metodologias) e a verbalidade (a partir da Autism Diagnostic 
Interview, ADI). Partindo destes dados clínicos multidimen-
sionais, uma análise empregando agrupamento hierárquico 
aglomerativo (análise de clusters) (3) identif icou dois subgru-
pos de doentes clinicamente mais homogéneos (figura_2 ). 
Ambos os subgrupos (clusters) identif icados são coesos 
(métrica de Silhouette value (7) médio para os dois clusters 
de 0,571) e estáveis (estabil idade de 0,998 e 0,996 para os 
Clusters 1 e 2, respetivamente). Em termos clínicos, os dois 
subgrupos diferem signif icativamente nos múltiplos parâme-
tros avaliados (tabela 1), sendo o Cluster 1 constituído por 
uma proporção maior de indivíduos com uma apresentação 
clínica mais l igeira e nível cognitivo normal, enquanto o Clus-
ter 2 apresenta uma elevada proporção de casos de maior 
gravidade, não-verbais, com baixo nível cognitivo e compor-
tamento adaptativo disfuncional. 
Para os casos de PEA recrutados pelo AGP são conheci-
das também as var iantes genéticas raras, nomeadamente 
os CNVs. Neste estudo foram aval iados especif icamente 
CNVs que deletam ou duplicam genes expressos no SNC 
e, como tal, de potencial relevância para o autismo (8).
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Tabela 1: Caracterização clínica dos clusters.
a Fisher Exact Test     b Chi-Square Test
Figura 2: Clusters de pacientes com perturbação do espetro do 
autismo.
Métr icas de val idação dos clusters Cluster 1 Cluster 2
Tamanho do c luste r  (n )
D is tânc ia méd ia ent re do is i nd i v íduos
S i l houet te va lue
S i l houet te  med ia  dos do is c luste r s














Parâmetro clínico Categorias cl ínicas Cluster 1 n (%) Cluster 2 n (%) P-value
ADIR estatuto verba l
ADOS n íve l de grav idade
VABS comunicação
VABS autonomia
VABS soc ia l ização




ADOS Níve l de grav idade Autismo (cotação 6-10)
ADOS Níve l de grav idade PEA (cotação 4-5)
ADOS Níve l de grav idade Non-spectrum (cotação 1-3)
VABS comunicação disfuncional (cotação ≤ 70)
VABS comunicação normal (cotação > 70)
VABS autonomia disfuncional (cotação ≤ 70)
VABS autonomia normal (cotação > 70)
VABS socia l ização disfuncional (cotação ≤ 70)
VABS socia l ização normal (cotação > 70)
Incapacidade grave (cotação < 50)
Incapacidade moderada (cotação ≥ 50 and ≤ 70)










































Indiv íduos com apresentação cl ínica mais l igeira












Tabela 2: Processos biológicos enriquecidos em genes expressos no SNC afetados por CNVs.
FDR – False Discovery Rate
Parâmetro clínico Genes (n) FDR p-value
Para identif icação dos processos biológicos potencialmen-
te afetados por estes CNVs, efetuou-se uma análise de enri-
quecimento funcional de genes (9). Esta análise, baseada em 
anotações funcionais disponíveis em bases de dados e litera-
tura, avalia conjuntos de genes que partilham a mesma fun-
ção biológica, e permite identif icar os processos biológicos 
“enriquecidos" em genes do SNC afetados pelos CNVs. Entre 
os 15 processos biológicos identif icados nesta análise como 
significativamente enriquecidos incluem-se “desenvolvimento 
do sistema nervoso”, “cognição” e “poli-ubiquitinação de pro-
teínas”, reforçando múltiplos estudos prévios sobre a biologia 
subjacente à PEA (tabela 2 ). Os 15 processos biológicos iden-
tif icados contribuem todos positivamente para a classificação 
dos doentes nos clusters definidos.
Para atingir o objetivo final, nomeadamente a predição da 
apresentação clínica a partir dos processos biológicos defini-
dos pelas alterações genéticas identificadas nos pacientes, 
utilizou-se o método de aprendizagem automática supervisio-
nada de Naive-Bayes (5). Este método usa um algoritmo de 
classificação baseado no Teorema de Bayes para treino e 
teste de modelos preditivos. O classificador foi treinado assu-
mindo que indivíduos com uma apresentação clínica mais dis-
funcional, agrupados no Cluster 2, apresentariam um padrão 
de processos biológicos alterados  diferente dos doentes as-
sociados ao Cluster 1, caracterizados por uma disfunção mais 
ligeira. Num total de 1300 doentes com dados clínicos de 
clustering e informação sobre processos biológicos alterados, 
o classificador não teve um bom desempenho preditivo, apre-
sentando baixos níveis de exatidão. Para compreender melhor 
os resultados obtidos, foi calculado um índice de Conteúdo de 
Informação (CI) para os processos biológicos identificados em 
cada participante. Para os 325 indivíduos com maior índice de 
CI, correspondentes ao 4º_quartil, o desempenho do classifi-
cador de Naive-Bayes melhorou significativamente, apresen-
tando valores de precisão de 0,82 e especificidade de 0,70, 
embora uma sensibilidade de 0,39 (tabela 3 ).
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Tabela 3: Desempenho do algoritmo de Naive-Bayes na predição da apresentação clínica, de 
acordo com o conteúdo informativo dos processos biológicos.
PEA – per turbação do espetro do aut ismo     CI – Conteúdo de Informação
Dados usados para a classif icação Precisão Sensibil idade Especif icidade FDR p-value
Todos os casos de PEA 
Casos de PEA nos ú l t imos 3 quantis de CI 
Casos de PEA no 3º e 4º quanti l de CI 























O estudo presente indica que, para a PEA, é possível 
estabelecer correlações entre a apresentação cl ínica e 
uma arquitetura genética/base biológica complexas na 
PEA. A heterogeneidade fenotípica típica do autismo pode 
ser racionalizada identif icando subgrupos de pacientes 
cl inicamente mais homogéneos a par tir de dados cl ínicos 
multidimensionais.  Por outro lado, ver i f icou-se que proces-
sos biológicos específ icos, alterados por CNVs contendo 
genes do SNC, estão associados a apresentações cl ínicas 
distintas em termos de gravidade, tipo e nível de disfunção. 
Esta observação sugere que subgrupos com per f i l cl ínico 
semelhante terão subjacentes os mesmos mecanismos bio-
lógicos. De facto, na presença de dados altamente informa-
tivos sobre processos biológicos, foi possível obter um nível 
razoável de conf iança na predição da apresentação cl ínica, 
embora com baixa sensibi l idade. Para se obter um poder 
preditivo razoável para a general idade dos pacientes é, no 
entanto, necessário melhorar o conteúdo informativo dos 
processos biológicos do sistema nervosos central, nomea-
damente sobre as vias f isiológicas do cérebro e sobre as 
consequências funcionais de variantes genéticas.
No seu global, esta abordagem serve como prova de conceito 
de que correlações entre variantes genéticas e perfis clínicos 
multidimensionais podem ser estabelecidas para a PEA, e de 
que o conhecimento dos processos biológicos afetados por 
CNVs pode predizer a apresentação clínica. A identif icação 
destas correlações será importante para a descoberta de 
alvos fisiológicos para terapêutica farmacológica que sejam 
mais eficientes em subgrupos de doentes. Estas observações 
têm ainda um potencial para aplicação clínica, no diagnósti-
co precoce e no prognóstico do doente mediante a identif ica-
ção de variantes genéticas, apoiando assim uma abordagem 
personalizada para intervenção terapêutica precoce. Estudos 
adicionais em amostras populacionais de maior dimensão, 
com dados clínicos e genómicos mais completos, são agora 
necessários para explorar este conceito e permitir a sua im-
plementação na prática clínica. 
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